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Abstract of DE4004198 

Biochemical samples (44) are injected with 
metered amts. of additive from a canule (14). 
with the sample holder positioned relative to 
the canule tip by an electrically 
controlledmotorised feeder (10,38). The 
manipulator (16) for the canule is coupled 
alternately to a pressure source (26) and 
vacuum source (22) via a valve system subject 
to a programmed controller. The samples are 
held in a grid of holes in a plate formed of 
thermally sterilisable material and with heavy 
handles (40) preventing the plate from floating 
in liq. held in a base dish (36). The samples, 
esp, early stage ova (oo cyles) first receive the 
canule in vertical position before axial 
movement. USE/ADVANTAGE - Suitable for 
injecting a RNA (messenger ribonucleic acid) 
without requiring highly skilled operators. 
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@ Gerat zum dosierten Einfuhren einer Substanz in eine Anzahl von Substraten 

(g) Gerat zum Einfuhren von jeweiis einer dosierten Substanz- 
menge in vorgegebene Substrate, z. 8. von mRNA in 
Oocyten, mit einer Vorhchtung (10) zum Haltern der einzel- 
nen Substrate, einem Behalter (46) zur Aufnahme eines 
Vorrats der Substanz, einer Injektionskanijle (14) zur Aufnah- 
me und Injektion der Substanz, einer motorgetriebenen 
Vorrichtung, wie einem Kreuzttsch (12). zum Positionieren 
der Substrathalterungsvorhchtung (10), einem Manipulator 
(16) zum Bewegen der Injektionskanijle (14). eine Vakuum- 
quelle sowie eine Druckgasquelle, die iiber eine elektrisch 
steuerbare Ventilanordnung mit der Injektionskanule verbun- 
den sind, und eine Steuereinheit zum Steuern der Positionie- 
rungsvorrichtung, des Manipulators und der Ventilanord- 
nung. 
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Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung beirifft ein Gerai zum do- 
sierten EinfOhren einer Substanz in vorgcgcbcne Sub 
strate. 

In der biochemischen Forschung tritl haufig die Auf- 
gabe auf. in eine vorgegebene Anzahl von Subsiralen 
jeweils eine dosierte Menge einer bestimmten Substanz 
einzufuhren. Ein lypisches Beispiel ist die Injekiion von 
mRN A (Boten-Rlbonukleinsaure) in Oocyten (Eizellen). 
Dies wurde bisher miitels einer Kanule in Form einer 
Glaskapillare von Hand durchgefuhrt. Solkhe Arbeiten 
sind zeitraubend, erfordern qualifiziertes Personal und 
sehr sorgfaltiges Arbeiten. 

Die in den Anspriichen gekennzeichnete und im fol- 
genden naher erlauterie Erfindung lost die Aufgabe, ein 
Gerai zum dosierten EinfOhren einer Substanz in vorge- 
gebene Substrate anzugebea das selbstiatig, schnell 
und sehr exakl arbeitel. 

Mit dem erfindungsgemaBen Gerat kann in jedes der 
auf einer Halterungsvorrichtung gelagerten Substrate 
eine exakt dosierte Substanzmenge eingefiihrt werden. 
Das Gerat arbeilet schnell und exakt. Es ist sehr flexibel. 

Im folgenden wird ein bevorzugtes Ausfuhrungsbei- 
spiel des erfindungsgemaBen Gerites unter Bezugnah- 
nie auf die Zeichnungen naher eriautert Es zeigen: 

Fig. I cine perspektivische Darsiellung einer bcvor- 
zugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Cera- 
tes; 

Fig. 2 eine schematische Darstellung der Steuerein- 
richtung des Gerates gemaB Fig. 1 ; 

Rg. 3 eine Draufsicht auf eine Substrathalterungs- 
vorrichiung des Gerates gemaB Fig. I und 2, und 

Fig. 4 eine weiter vergroBerte Schniltansichi in einer 
EbeneIV-IVderFig.3. 

Das im folgenden beschriebene Ausfuhrungsbeispiel 
des erfindungsgemaBen Gerates dient dazu. in eine gro- 
Bere Anzahl von Oocyten jeweils eine dosierte. kleine 
Menge mRN A zu injizieren. Wie Fig. 1 zeigt, enthalt das 
Gerat eine Halterungsvorrichtung 10 fur die Oocyten, 
die anhand der Fig. 3 und 4 noch naher eriautert werden 
wird, ferner eine Posiiionierungsvorrichluhg fur die 
Halterungsvorrichtung, die bei dem vorliegenden Aus- 
fuhrungsbeispiel aus einem motorgetriebenen ICreuz- 
lisch 12 bestehu eine Injektionskanule 14. einen Mikro- 
manipulator ISzur Bewegung der Injektionskanule und 
ein nur teilweise dargestelltes Mikroskop 18, das zur 
Justierung und zur Beobachtung des Injektionsvorgari- 
ges dient. 

Wie Fig. 2 schemaiisch zeigt, ist die Kanule 14 uber 
ein erstes Magnetventil 20 mit einer Vakuumquelle 22. 
z. B. einer Vakuumpumpe mil Pufferbehalter, und uber 
ein zweites Magnetventil 24 mit einer Druckgasquelle 
26, insbesondere einer Stickstoff-Flasche verbunden. 

Die Steuereinrichtung des Gerates enthalt eine 
Sieuereinheit 28. insbesondere einen PC, die mit einer 
Eingabevorrichtung 30 verbunden ist und Signale zur 
Sieuerung einer Aniriebsvorrichtung 32 fur den Kreuz- 
tisch 12. einer Antriebsvorrichtung 34 fur den Mikroma- 
nipulator 16 sowie der Magnetventile 20 und 24 liefen. 
Die Eingabevorrichtung enthalt einen Steuerhebel. 

Die Halterungsvorrichtung 10, die durch den ICreuz- 
tisch in einer x-Richtung und einer y-Richtung versteil- 
bar ist, enthalt eine Wanne 36 aus PMMA oder einen 
anderen geeigneten Kunststoff, in der eine aus dem glei- 
chen Oder einem ahnlichen Material bestehende Loch- 
platte 38 angeordnet ist. Die Lochplatte 38 hat zwei 
Griffe 40 und weist eine Mehrzahl von Lochern 42 zur 



Aufnahme und Halterung jeweils einer Oocyte 44 
(Fig. 4) auf. Die massiven Griffe 40 bestehen aus Metall 
und dienen zusatzlich zur Gewichiserhohung um ein 
Schwimmen der Lochplatte in einer in der Wanne 36 
5 enthaltenen Losung zu verhindern. Auf dem einen, et- 
was verbreiterten Rand an der einen Schmalseite der 
Wanne 36 ist ein Behalter 46 fur die zu injizierende 
Substanz, also hier mRNA, befestigi. Der Behalter 46 
besteht aus einem warmesterilisierbaren (autoklavier- 
10 baren) Material, wie einem Fluorkunsisioff oder Poly- 
carbonat 

Bei dem beschriebenen Ausfuhrungsbeispiel haben 
die beschriebenen Komponenten die folgenden Merk- 
male: 

15 Die Wanne 36 ist etwa 80 x 40 mm groB. 

Die Lochmaske haite bei dem vorliegenden Beispiel 
8x13 Locher 42 mit einem Durchmesser von jeweils 
1,1 mm. 

Der Kreuztisch 10 hat einen Fahrweg von mindcsiens 
20 80 X 40 mm sowie eine Schrittweite von 1/100 mm. 

Die Injektionskanule 14 hat als Spitze eine Glaskapil- 
lare 48 mit einem Spitzendurchmesser von 1 0 ^m. 

Der Mikromanipulator 16 ist mindestens zweiachsig, 
so daB die Glaskapillare 48 zuerst von oben auf die 
25 Oocyte 44 gedruckt werden kann, um eine Verdrehen 
der Oocyte zu verhindern, wie in Fig. 4 durch einen Pfeil 
50 und die gestrichelte Darstellung der Glaskapillare 
dargesiellt ist. AnschlieBend erfolgi der Einstechvor- 
gang durch axiales Verschieben der Glaskapillare 48, 
30 wie durch einen Pfeil 52 angedeutet ist. 

Als Mikroskop 18 geniigt eine Ausfuhrung mit einer 
festen VergroBerung von ca. 10-fach bis 15-fach. Beson- 
ders zweckmaBig ist eine schwenkbare Montierung, die 
ein genaues Positionieren der Kapillare in senkrechter 
35 Richtung und eine prazise Einstellung der Einstechtiefe 
aus einem Winkel von ca. 15° ermoglicht. 

Der Mikromanipulator 16 hat eine Schrittweite von 
300 nm. eine groBere Schrittweite wiirde hier jedoch 
auch ausreichen. 
40 Bei Beginn eines Injektionszyklus wird das Ventil 20 
durch ein enisprechendes Signal von der Steuereinheii 
28 geoffnei um eine groflere Menge von (njektionsflus- 
sigkeit, also mRNA, anzusaugen. Bei den anschlieBen- 
den Injektionsvorgangen wird dann das Ventil 24 kurz- 
45 zeiiig geoffnet. um eine dosierte Menge der angesaug- 
ten Fliissigkeit zu injizieren, z. B. 50 nl pro Oocyte. Die 
derzeit verwendete iCapillare hat ein Aufnahmevermo- 
gen von ca. 30 |il, was fur etwa 60 Injektionen ausreicht. 
Die Anordnung des VorratsgefaBes 46 auf der Wanne 
50 36 bzw. dem Kreuztisch hat den Vorteil, daB die Kanule 
fur mehrere Injektionen nachgefiilli werden kann, ohne 
daB eine Neujustierung des Gerates erforderlich ist. 

Durch geeigneie Programmierung des PC lassen sich 
Anzahl und Ort der injizierten Substrate, sowie die inji- 
55 zierte Substanzmenge nach Wunsch steuern. Im Pro- 
gamm sind Funktionen zur Justierung der Kapillaren- 
spitze, zur Bestimmung der Injekiions- und Vakuum- 
dauer. zur Steuerung von Einzel- und Reiheninjektionen 
gespeichert 

60 Das beschriebene Ausfuhrungsbeispiel laBt sich 
selbstversiandlich in der verschiedensten Weise abwan- 
dein ohne den Rahmen der Erfindung zu iiberschreiten. 
Das Gerat kann zur dosierten Injektion anderer Sub- 
stanzen in andere Substrate als beschrieben dienen. Es 
65 konnen mehrere Substanzbehalter sowie Behalter fur 
Reinigungsflussigkeiten vorgesehen sein. Selbstver- 
siandlich sind die Abmessungen und Materialangaben 
ebenfalls nur Beispiele. Die Wanne 36 und/oder der 
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bzw. die Substanzbehalter 46 und/oder die Lochplatte 
38 konnen aus einem Stiick eines sterilisierbaren Mate- 
rials bestehen. An die Slelle des Mikroskops kann eine 
Videokamera mit geeigneiem Objcktivsystem verwen- 
det werden oder das Mikroskopokular kann durch eine 5 
Videokamera ersetzt werden. 

Paienianspruche 

1. Ger^t zum Einfuhren von jeweils einer dosierten 10 
Menge einer Subsianz in eine Anzahl von Substra- 
len (44), mil 

a) einer Vorrichtung (10, 38) zum Haltern der 
einzelnen Substrate (44). 

b) einer Injektionskanule (14) zum Injizieren 15 
der Substanz in die Substrate. 

gekennzeichnet durch 

c) eine durch elekirische Signale steuerbare, 
motorgetriebene Vorrichtung (12), zum Posi- 
tionieren der Halterungsvorrichtung (10,38). 20 

d) einen Manipulator (16) zur Bewegung der 
Injektionskanule (14). 

e) einer Vakuumquelle (22), 

f) einer Druckmittelquelle (26), 

g) einer Ventilanordnung (20, 24) zum Verbin- 25 
den der Vakuumquelle (22) sowie der Druck- 
mittelquelle (26) mit der Injektionskanule (14), 
und 

h) eine programmgesteuerte Steuereinrich- 
tung (28) zur Steuerung der Positionierungs- 30 
vorrichtung (12), des Manipulators (16) sowie 
der Ventilanordnung (20, 24). 

2. Gerat nach Anspruch 1. gekennzeichnet durch 
mindestens einen Behalter (46) zur Aufnahme der 
Substanz, welcher zusammen mit der Halterungs- 33 
vorrichtung (10. 38) durch die Positionierungsvor- 
richtung (12) positionierbar ist. 

3. Gerat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Behalter (46) an der Substrathalterungs- 
vorrichtung(10)angebracht ist. ^ 

4. Gerat nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, 
daB der Behalter (46) aus einem warmesterilisierba- 
ren Material besteht. 

5. Gerat nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafl die Halterungs- 45 
vorrichtung eine regelmaBige Anordnung von L6- 
chern (42) zur Aufnahme jeweils eines Substrats 
(44) aufweist. 

6. Gerat nach einem der AnsprDche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Halterungsvorrichtung 
(10) eine Wanne (36) sowie eine in die Wanne pas- 
sende Platte (38) enthalt. welche eine regelmaBige 
Anordnung von Lochern (42) zur Aufnahme jeweils 
eines Substrats (44) aufweist. 

7. Gerat nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 55 
daB die Platte (38) mit massiven Griffen (40) verse- 
hen ist. die der Platte ein solches Gewicht verleihen, 
daB sie in einer in der Wanne (36) enthaltenen Plus- 
sigkeit nicht schwimmt 

8. Gerat nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet. daQ der Manipulator (16) und die 
Steuereinrichtung (18) so ausgebildet sind, daB die 
Spitze (48) der Injektionskanule zuerst vertikal (50) 
und dann axial (52) bewegbar ist 

9. Gerat nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che. dadurch gekennzeichnet. daB die Positionie- 
rungsvorrichtung(12) einen Kreuztisch enthalt. 
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